Изоляция и крупномасштабное культивирование эндотелиальных клеток- предшественников из периферической крови by Губарь, О.С. et al.
1Institute of Molecular Biology and Genetics of the National Acad-
emy of Sciences of Ukraine, Kyiv, Ukraine
2Biotechnology Laboratory ilaya.regeneration, Medical Company
ilaya®, Kyiv, Ukraine
3State Institute of Genetic and Regenerative Medicine of the Na-
tional Academy of Medical Sciences of Ukraine, Kyiv, Ukraine
4Laboratory of Immunology and Cell Biotechnology, Immanuel
Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia
1Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, м. Київ,
Україна
2Біотехнологічна лабораторія ilaya.regeneration, медична компанія
ilaya®, м. Київ, Україна
3Державний інститут генетичної та регенеративної медицини
НАМН України, м. Київ, Україна
4Лабораторія імунології і клітинної біотехнології, Балтійський
федеральний університет імені Імануїла Канта, м. Калінінград,
Росія
Надійшла 26.01.2018
Прийнята до друку 19.02.2018
Received January, 26, 2018
Accepted February, 19, 2018
The existence of the circulating endothelial proge-
nitor cells (EPCs) was discovered in 1997 [2]. Despite
twenty years of intensive investigation, EPCs definition
and identifying markers have remained unclear and
somewhat controversial [3]. EPCs are often mixed up
with tissue resident endothelial cells and pro-angiogenic
hematopoietic cells. However, recent findings clarified
these aspects and now EPCs could be commonly defined
as CD31+CD34+/–CD146+CD309(VEGFR–2)+CD45–
CD133– cells from peripheral blood, displaying clonal
proliferative potential, replating ability, and in vivo vessel
forming activity [3, 6].
These unique properties make these cells valuable
objects for regenerative medicine, e. g. for the therapy
of cardiovascular diseases, especially for the treatment
of ischemic states of different etiology. EPCs succes-
sfully promoted neovascularization and regeneration
of ischemic tissues in animal models, e. g. murine is-
chemic hind limb model and rat myocardial ischemia
model [1]. EPCs are also widely used in human clinical
trials. However, most of clinical trials involve freshly iso-
lated EPC-enriched cell fraction from venous blood (using
only one or two surface antigens for identification).This
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Существование циркулирующих эндотелиальных
клеток-предшественников (EPC – endothelial progenitor
cells) было обнаружено в 1997 г. [2]. Несмотря на
двадцатилетние интенсивные исследования, иденти-
фикация EPC и определяющих их маркеров остается
неопределенной и несколько противоречивой [3].
Эндотелиальные клетки-предшественники часто при-
нимают за тканевые эндотелиальные и проангиоген-
ные гемопоэтические клетки. На основании резуль-
татов последних исследований EPC определены
как CD31+CD34+/–CD146+CD309(VEGFR–2)+CD45–
CD133–-клетки периферической крови, демонстри-
рующие клональный пролиферативный потенциал,
способность к репликации и формированию сосудов
in vivo [3, 6].
Уникальные свойства делают EPC ценным объек-
том для использования в регенеративной медицине,
в частности для терапии сердечно-сосудистых заболе-
ваний, особенно ишемических состояний различной
этиологии. Введение EPC способствовало успешной
неоваскуляризации и регенерации ишемических тка-
ней на животных моделях, например, в мышиной мо-
дели ишемии задней конечности и модели ишемии
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миокарда крысы [1]. Эндотелиальные клетки-пред-
шественники также широко применяют в клиничес-
ких испытаниях на людях. При этом в большинстве
случаев используют свежевыделенную фракцию
клеток из венозной крови, обогащенную EPC (с при-
менением только для идентификации одного или
двух поверхностных антигенов). Однако данный под-
ход не обеспечивает высокие результаты [7]. В связи
с этим изоляция и масштабное культивирование EPC
in vitro для получения высококачественной терапев-
тической дозы остаются актуальными для иннова-
ционной клеточной терапии при ишемических рас-
стройствах, восстановлении сосудов и эквивалентной
трофической поддержке трехмерных тканевых экви-
валентов.
В связи с вышеизложенным целью данной работы
были разработка малоинвазивного метода получения
EPC и подбор условий их масштабного культиви-
рования in vitro для получения терапевтической дозы.
Эксперименты проводили в соответствии с нор-
мами биоэтики и биологической безопасности, под-
твержденными разрешением биоэтической комиссии
Медицинской компании ilaya®. Все доноры подписали
информированное согласие на забор крови.
Культура EPC. Мононуклеарные клетки (MNC –
mononuclear cells) выделяли из 20 мл гепаринизи-
рованной венозной крови пациента 30-минутным
центрифугированием в градиенте плотности «His-
topaque®-1077» («Sigma-Aldrich», США) при 400g и
4°С. Полученные MNC дважды промывали в PBS
и высевали в два культуральных флакона 75 см2
(«SPL», Корея), покрытых коллагеном, в селектив-
ную коммерческую среду для роста эндотелия M1
«Lonza Clonetics EGM™-2MV BulletKit™» («Lonza»,
Италия) или в  самостоятельно собранную среду M2:
MCDB 131 («Gibco», Великобритания); 5% FBS («Sigma-
Aldrich»); 2 ед./мл гепарина натрия («Indar», Украина);
1 нг/мл VEGF; 10 нг/мл EGF; 2 нг/мл bFGF; 20 нг/мл
IGF; 0,2 мкг/мл гидрокортизона; 1 мкг/мл аскорбат-
2-фосфата (все производства «Sigma-Aldrich») в муль-
тигазовом инкубаторе («Binder CB 210», Германия) в
атмосфере 5% CO2, 5% O2 и насыщающей влажности
97%. Клетки субкультивировали смесью трипсина/
ЭДТА (0,1 и 0,02% соответственно) в PBS («Sigma-
Aldrich»). Плотность посева составляла 3 × 103 кл
на 1 см2. Время удвоения популяции клеток рассчиты-
вали по стандартной формуле
PDT = T/3,31 lg (Xk/X0);
где T – время культивирования; Xk – количество по-лученных клеток; X0 – количество засеянных кле-ток.
Расчет колониеобразующих единиц (КОЕ). Для
оценки потенциала клоногенности EPC 20 мл гепа-
approach can explain somewhat non-promising results
of some of these studies [7]. Therefore the isolation
and in vitro large scale expansion of EPCs in order to
obtain a high-quality therapeutic dose have remained
an actual goal for innovative cell therapy in ischemic di-
sorders, vascular repair and 3D tissue living equivalent
trophic support.
Thus the aim of this study was the development of
the low invasive EPC isolation method together with
their large-scale expansion in vitro in order to obtain a
therapeutic dose.
All the experiments were done in accordance with
the bioethics and biological safety norms confirmed by
the permission of Medical Company ilaya® Bioethics
Committee. All the donors have signed an informed
consent before blood donation.
EPC culture. Mononuclear cells (MNCs) were con-
centrated from 20 ml of heparinized venous blood of a
patient by centrifugation in Histopaque®-1077 density
gradient (Sigma-Aldrich, USA) at 400g for 30 min at
4°C. The obtained MNCs were washed twice in PBS
and seeded either in two collagen-coated T75 cm2 cul-
ture flasks (SPL, Korea) into the selective commer-
cial endothelium growth medium (M1) Lonza Clonetics
EGM™-2MV BulletKit™ (Lonza, Italy) or in self-for-
mulated EPCs medium, M2: MCDB 131 medium (Gibco,
UK); 5% FBS (Sigma-Aldrich, USA); 2 U/ml heparin
sodium (Indar, Ukraine); 1 ng/ml VEGF; 10 ng/ml EGF;
2 ng/ml bFGF; 20 ng/ml IGF; 0.2 µg/ml hydrocortisone;
1 µg/ml ascorbate-2-phosphate (all manufactured by
Sigma-Aldrich, USA) in a multi-gas incubator (Binder
CB 210, Germany) in atmosphere of 5% CO2 and 5% O2
and a saturating humidity of 97%. Cells were subcultu-
red with a 0.1/0.02% trypsin/EDTA mixture in PBS (Sig-
ma-Aldrich, USA). The seeding density was 3 × 103 cells
per 1 cm2. The cell population doubling time (PDT) was
calculated according to the following standard formula:
PDT = T / 3.31 lg (Xk / X0);
where T – cell culture time; Xk – number of obtained cells;
X0 – number of plated cells.
Colony forming units (CFUs) calculating. To assess
the EPC clonogenic potential, 20 ml heparinized whole
blood vs. MNC fraction isolated from 20 ml blood over
Histopaque®-1077 density gradient each sample was
seeded each per one collagen-coated 175 cm2 culture
flask (SPL, Korea) in growth medium Lonza Clonetics
EGM™-2MV BulletKit™ and cultured for 14 days.
The cells were both fixed and stained for CFU calcu-
lating.
EPC tube formation assay. The EPCs were added to
the Matrigel™ Matrix-coated (Corning, USA) well of
24-well plate (SPL, Korea) at the density of 103 cells
per 200 µL, at a final medium volume of 200 µL per
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ринизированной цельной крови либо фракции MNC,
выделенных из 20 мл крови в градиенте плотности
«Histopaque®-1077», каждый образец высевали в один
культуральный флакон 175 см2, покрытый колла-
геном («SPL») в питательной среде «Lonza Clonetics
EGM™-2MV BulletKit™» и культивировали в тече-
ние 14 суток. Клетки фиксировали и окрашивали для
подсчета КОЕ.
Анализ способности EPC к формированию труб-
чатых структур. Эндотелиальные клетки-предшест-
венники засевали в 24-луночный планшет («SPL»),
покрытый «Matrigel™ Matrix» («Corning», США) с плот-
ностью 103 кл в 200 мкл при конечном объеме среды
200 мкл на лунку. Затем их инкубировали при 37°С,
5% СО2, 5% O2 в течение ночи в среде «Lonza Clone-
tics EGM™-2MV BulletKit™». За это время EPC обра-
зовали хорошо сформированные трубчатые сети. Ка-
риотипирование EPC проводили на пассаже P4 мето-
дом GTG-banding [9].
Проточная цитометрия. Фенотип клеток оцени-
вали с помощью FACS (fluorescence-activated cell
sorting) на проточном цитометре «BD FACSAria» («BD
Pharmingen», «BD Horizon», США). Окрашивание моно-
клональными антителами (PerCP-Cy5.5-конъюгиро-
ванные мышиные антитела против CD105 человека;
APC-конъюгированные мышиные антитела против
CD73 человека; FITC-конъюгированные мышиные
антитела против CD90 человека; PE-Cy5-конъюгиро-
ванные мышиные антитела против HLA-DR человека;
PE-Cy7-конъюгированные мышиные антитела против
CD31 человека; APC-конъюгированные мышиные ан-
титела против CD34 человека; FITC-конъюгированные
мышиные антитела против CD45 человека; PE-CF594-
конъюгированные мышиные антитела против CD49f
человека; BV421-конъюгированные мышиные анти-
тела против CD166 человека; PE-конъюгированные
мышиные антитела против CD309 человека) выполня-
ли согласно инструкции производителя («BD Phar-
mingen», «BD Horizon»).
Выделение EPC и культивирование in vitro. Одной
из основных проблем культивирования EPC является
их выделение, поскольку доля в общем  содержании
мононуклеарных клеток периферической крови
составляет около 1,7 × 10–8 [10]. В качестве источника
EPC использовали венозную кровь взрослого чело-
века, поскольку данный метод является наименее
инвазивным для получения биоматериала. Перво-
начально мы высевали цельную венозную кровь в
культуральные флаконы, покрытые коллагеном (5 мл
крови на флакон 75 см2), но этот способ оказался ме-
нее эффективным по сравнению с предварительной
концентрацией мононуклеарных клеток в градиенте
плотности «Histopaque®-1077», что позволило почти
полностью удалить эритроциты. Затем мы высевали
мононуклеарные клетки из 10 мл крови в флаконы
well. Then they were incubated at 37°C, 5% CO2, 5%
O2 overnight in Lonza Clonetics EGM™-2MV Bullet-
Kit™ medium. During this time EPCs developed well-
formed tube networks. EPCs were karyotyped at P4
using GTG banding technique [9].
Flow cytometry. The cell phenotype was assessed
by FACS (fluorescence-activated cell sorting) with the
BD FACSAria flow cytometer (BD Pharmingen, BD
Horizon, USA). Staining with the monoclonal antibodies
(PerCP-Cy5.5 mouse anti-human CD105, APC mouse
anti-human CD73, FITC mouse anti-human CD90, PE-
Cy5 mouse anti-human HLA-DR, PE-Cy7 mouse anti-
human CD31, APC mouse anti-human CD34, FITC
mouse anti-human CD45, PE-CF594 mouse anti-human
CD49f, BV421 mouse anti-human CD166, PE mouse
anti-human CD309) was performed according to the
manufacturer’s instructions (BD Pharmingen, BD Ho-
rizon).
EPCs isolation and in vitro expansion. One of the
main difficulties in EPC culture is their isolation as their
content among the peripheral blood mononuclear cells
is about 1.7 × 10–8 [10]. We aimed to use the adult venous
blood as the source of EPCs as this allowed the less
invasive uptake method. Initially we tried seeding the
whole venous blood on the collagen-coated cell culture
flasks (5 ml of blood per 75 cm2 flask), but it appeared
less effective compared to prior mononuclear cells con-
centration using Histopaque®-1077 density gradient,
which allowed almost complete erythrocytes elimination.
Finally we seeded mononuclear cells from 10 ml of blood
per 75 cm2 collagen-coated flask in M1 or M2 EPC
media. The EPC colonies appeared after 5–10 days in
culture (Fig. 1A). Interestingly, there was no correlation
between the initial number of mononuclear cells seeded
and the resulting number of colonies (data were not shown).
Obtained cultures successfully expanded until P4 with-
out significant changes in morphology (Fig. 1B). Unfor-
tunately, most cultures showed growth arrest at P5–P6.
Nevertheless, this time of in vitro expansion was suffi-
cient to obtain a therapeutic dose of 20 – 80 × 106 cells. The
average PDT value for EPCs cultured in M1 was (35.0 ±
± 2.0) h vs (44.5 ± 2.8) h in M2 (p < 0.05). The number
of EPC colonies was 7.1 ± 1.2 (whole blood) vs. (13.3 ±
± 1.7) (MNC fraction: (52.3 ± 4.9) mln MNCs per
20 ml whole blood per donor) per 175 flask (p < 0.02).
During all the time of in vitro culture the cells were
stable and maintained normal karyotype (Fig. 1C).
EPC tube formation. In order to assess functional
properties of EPCs after in vitro expansion, we performed
a tube-forming assay. Consistently with the previous
reports [6], all of the obtained EPC cultures readily
formed capillary-like structures in the Matrigel™ Matrix
(Fig. 1D).
EPC phenotype. The obtained EPCs displayed typi-
cal CD31+CD34+/–CD146+CD309 (VEGFR–2)+CD45–-
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нормальный кариотип (рис. 1, C).
Способность EPC к формированию трубчатых
структур. Функциональные свойства EPC после
культивирования in vitro оценивали по их способности
к формированию трубчатых структур. Согласно ре-
phenotype (assessed by FACS at P4) (Fig.2). They
neither expressed another hematopoietic marker HLA-
DR. Interestingly, EPCs also expressed two of three
typical MSC markers [5]: CD73+CD105+ but CD90.
They also expressed other vessel-related and endothelial
Рис. 1. Морфологическое строение, фенотип и функциональные характерис-
тики EPC в культуре: A – колония EPC в первичной культуре; B – морфология
клеточного монослоя на P3; C – нормальный мужской кариотип на P4 (GTG
banding); D – формирование капилляроподобных структур в «Matrigel™
Matrix».
Fig. 1. Cultured EPC morphology, phenotype and functional characteristics. A –
EPC colony in primary culture; B – cell monolayer morphology at P3; C – normal
male karyotype at P4 (GTG banding); D – capillary-like structures formation in
Matrigel™ Matrix.
75 см2, покрытые коллагеном,
в средах M1 или M2. Колонии
EPC появились в культуре через
5–10 суток (рис. 1, A). Инте-
ресно, что никакой корреляции
между начальным числом за-
сеянных мононуклеарных кле-
ток и полученным количеством
колоний установлено не было
(данные не приводятся). Полу-
ченные культуры успешно куль-
тивировались до P4 без значи-
тельных морфологических из-
менений (рис. 1, B). Однако у
большинства культур на P5–Р6
произошла остановка роста.
Тем не менее данного времени
было достаточно для получе-
ния терапевтической дозы 20–
80 × 106 кл. Среднее значение
PDT для EPC, культивируемых
в M1, составило (35,0 ± 2,0) про-
тив (44,5 ± 2,8) ч в M2 (р < 0,05).
Число колоний EPC составляло
7,1 ± 1,2 (цельная кровь) про-
тив 13,3 ± 1,7 ((52,3 ± 4,9) млн
MNC на 20 мл цельной крови
на донора) на культуральный
флакон 175 см2 (р < 0,02). В те-
чение всего периода культи-
вирования in vitro клетки бы-
ли стабильными и сохраняли
Рис. 2. Иммунофенотип клеток в культуре на P4, FACS, данные представлены как среднее ± стандартное
отклонение для пяти популяций.
Fig. 2. Cultured cells immunophenotype at P4, FACS, data presented as mean ±SD for five populations.
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зультатам D. Ingram и соавт. [6] все полученные куль-
туры EPC легко формировали капилляроподобные
структуры в «Matrigel ™ Matrix» (рис. 1, D).
Фенотип EPC. Полученные EPC демонстри-
ровали типичный CD31+CD34+/–CD146+CD309
(VEGFR–2)+ CD45–-фенотип (FACS на P4), но при этом
не экспрессировали гематопоэтический маркер
HLA-DR (рис. 2). Интересно, что EPC также эспрес-
сировали два из трех типичных маркеров MSC [5]:
CD73+CD105+, но не CD90. Кроме того, ЕРС экспресси-
ровали другие сосудистые и эндотелиальные маркеры,
в частности, интегрин альфа-6 [4] и активированную
молекулу адгезии лейкоцитов: CD49f+CD166+ [8].
В целом наши данные показывают, что EPC мож-
но успешно выделять из венозной крови и культи-
вировать in vitro для получения значительных тера-
певтических доз с сохранением их свойств. Полу-
ченные результаты открывают новые возможности
применения EPC в регенеративной медицине: стиму-
ляция ангиогенеза при сложных ишемических нару-
шениях и трофическая поддержка трехмерных ткане-
вых эквивалентов.
markers such as integrin alpha-6 [4] and activated
leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM) [8]:
CD49f+CD166+.
Altogether our data demonstrated that EPCs could
be successfully isolated from venous blood and ex-
panded in vitro to therapeutic significant doses without
losing their properties. These findings open new pos-
sibilities for the EPC application in regenerative medicine
both for angiogenesis boosting in complex ischemic
disorders and 3D tissue equivalents trophic support.
